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PEPSIN

Dung dich mdu trdng: Tién hanh nhu chuan bj dung dich
thir (1) nhung khéng c6 ché phim.

Pun chay méi truong dinh dudng c6 céng thirc dudi day
va cly vao méi tredmg ching vi khudn Kocuria rh:zophtla
(ATCC 9341) & nhiét d¢ thich hop dé thu dugc ndng 4o
5 x 10* vi khuin trong 1 ml méi trudng, ndng dd ching
vi khuén c6 thé thay dbi mién 13 thu dugc d6 nhay mong
mudn va vong v6 khuén rd rang, sic nét, cé dudmg kinh
phd hop. D6 méi truong da cdy ching vao 5 dia petri
dudmg kinh 10 cm dé tao thanh 16p méi trudng c6 d6 day
tir 2 mm dén 5 mm. C6 thé d6 méi trudmg 2 16p, trong d6
chi ¢6 16p méi trudng phia trén dugc cay chung. Bao quan
céc dia petri sao cho vi khuan khong phat trién thém hodc
bi chét di va bé mat ctia mdi trudng khé trude khi sir dung.
Véi mdi dia petri, dit 5 ong try bang thép khéng gi co
dudmg kinh trong 6 mm 1én bé mit mi truomg theo dudmg
tron ddng tim véi dia petri va c6 ban kinh 25 mm. V&i mdi
dia petri, nho vao mdi éng tru 0,15 ml dung dich thir (1) va
(2), dung dich d6i chiéu (1) va (2) va mAu tring. U & 30 °C
trong it nhat 24 h. Po dudng kinh vong vé khuén tao thanh
béng thiét bj do c6 do chinh xéc it nhit 0,1 mm.

Phép thir chi c6 gia tri néu dung dich déi chiéu ( 1) c6 vdng
v6 khuén rd rang, dung dich dbi chiéu (2) va miu tring
khéng c6 vong vé khudn. Néu dung dich thir (1) ¢6 vong
v khuan va dung dich thir (2) khéng c6 vong vé khuén,
c6 nghia vong vé khuan nay do penicilin trong dung dich
thir (1) tao ra. Trong truong hop nay, dudmg kinh vong vé
khuan trung binh ciia dung dich thir (1) ciia 5 dia petri phai
nhé hon dudmg kinh vong vé khuin trung binh cia dung
dich dbi chiéu (1) trong cung diéu kién.

Moi truomg dinh dwdng (pH 6,0)

Pepton 50g
Cao nim men 1,5g
Cao thit LL5g
Natri clorid 35¢g
Thach 150¢g
Nudre cit 1000 ml
Ghi chu:

Tap chit B: penicilin.

Thiiy ngéan

Khéng duge qué 10 phén tridu.

Phuong phép quang phé hép thu nguyén tir (Phu luc 4.4,
phuong phép 1).

Dung dich thir: Thém vio 1,00 g ché phim 10 ml
nuée va 0,15 ml acid percloric (TT) va lic tron dén
khi hoa tan hoan toan. Thém 1,0 ml dung dich amoni
pyrolidindithiocarbamat | % (TT) i dugc rira 3 14n, mbi
lan bing cling thé tich methyl isobutyl keton (TT), rira ngay
true khi dimg. Tron déu va thém 2 ml methyl isobutyl
keton (TT) va lic trong 1 min. Pha lodng thanh 25,0 ml
bang nudc va dé yén cho tich 16p, gan ldy 16p methyl
isobutyl keton.
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Dung dich doi chiéu: Hoa tan mot lugng thiy ngan oxyd
vang (TT) tuong duong véi 0,108 g HgO trong mét thé
tich nhoé nhit dung dich acid hydrocloric loang (TT) va pha
lodng thanh 1000,0 ml bang nudc (dung dich thu dugc co
ndng d6 100 phin triéu Hg). Chuan bj dung dlCh dbi chiéu
twong ty nhu dung dich thir nhung thay ché pham bang mjt
thé tich thich hop dung dich chira 100 phén triéu Hg.

Po do hap thu & budc séng 254 nm, dung dén cathod
rong thiy ngan lam ngudn birc xa va ngon lira khong khi
- acetylen.

Diéu chinh thiét bj v& 0 bing 16p methyl lsobutyl keton thu
duroc bang cach chudn bi mot mau tring nhur véi dung dich
thir nhung khéng c6 ché pham.

Kim loai ning

Khéng dugc qua 20 phin triéu (Phy luc 9.4.8).

Liy 12 ml dung dich S tién hanh theo phuong phép 1.
Dung dung dtch chi mdu 2 phan triéu Pb (TT) dé chuin bi
mau ddi chiéu.

Mt khdi lwgng do 1am khé

Khoéng dugc qua 0,5 % (Phu luc 9.6).

(1,000 g; 60 °C trong chan khong ap suit khéng qua 0,67 kPa,
phosphor pentoxyd).

Tro sulfat
Khong duge qpé 0:1 % (Phu luc 9.9, phwong phép 2).
Dung 1,0 g ché pham.

Pinh lwgng

Hoa tan 0,1000 g ché phim trong 30 ml acid acetic khan
(77) Chuéan d6 bang dung dich acid percloric 0,1 N (CD),
xac dinh diém két thic bang phuong phép chuin do dién
thé (Phu luc 10.2).

1 ml dung dich acid percloric 0,1 N (CP) twuong duong véi
14,92 mg CsH,;;NO,S.

Béo quan
Trong bao bi kin, trdnh 4nh sang.

Loai thude
Téc nhén tao phirc, gidi déc kim loai.

Ché phim
Vién nén.

PEPSIN

Pepsin 1a ché phim dang bot chira men tiéu protein, lay tir
niém mac con tuoi cua da day lon, tréiq, bo hodc ciru, tic
dung trong moi trudng acid (pH tir 1 dén 5), phai cé hoat
luc khéng it hon 0,5 don vi trong 1 mg, tinh theo ché phdm
da 1am kho.

Pong vat 1iy bot pepsin phai dap tng céc yéu cau vé suc
khoe dong vit phu hqp str dung cho ngudi va yéu céu cua
co quan cé thim quyén.
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Phai chi ra phuong phéap da dung dé loai bo su nhiém virus
hay céc tic nhin gay nhiém khac.

Tinh chét

Bot két tinh hodc vo dinh hinh mau tring hay vang nhat, hit
am. Tan trong nudc, thyc té khong tan trong ethanol 96 % .
Dung dich trong nuéc c6 thé hoi duc 1o va cé phan img
acid nhe.

Pinh tinh

Trong cbi s cho 30 mg fibrin xanh (TT), tao hén dich véi
20 ml dung dich acid hydrocloric loang (TT). Loc hon dich
va rira gidy loc v6i dung dich acid hydrocloric loang (TT)
cho dén khi dich loc khong mau. Choc thung giéy loc va
nira fibrin xanh qua 1 thing vao mét binh nén bang 20 ml
dung dich acid hydrocloric loang (TT). Lic hdn hop nay
trude khi diung. Hoa tan mt lugng ché phim khéng it hon
20 dom vi hoat luc trong 2 ml dung dich acid hydrocloric
loang (TT) va diéu chinh dén pH 1,6 + 0,1 (dung dich
thir). Cho vao hai éng nghiém, mdi éng 4 ml hdn dich
fibrin duoc dléu ché & trén. Thém vao mét 6ng I ml dung
dich thu va bng con lal 1 ml reée (mau Irang) Tron déu
cac 6ng va cho vao n01 cach thiry & 25 °C, lic nhe trong
15 min. Dung dich méu tring khéng c6 mau va dung dich
thir phai c6 mau xanh.

Mit khéi lrgmg do lam khd

Khéng duge qui 5,0 % (Phu luc 9.6).

(0,500 g; phosphor pentoxyd; 4p suit khong qua 0,7 kPa;
60 °C; 4 h).

Gi6i han nhiém vi sinh vat

Tong so vi sinh vat hiéu khi: Khong qua 10* CFU/g.

Tong s6 ndm: Khéng qua 10% CFU/g.

1,0 g ché phim khéng dugc c6 Escherichia coli va 10 g
ché phim khéng dugc cé Salmonella (Phu luc 13.6).

Dinh lrgng

Hoat luc cua pepsin dugc xiac dinh b?mg ciach so sianh
lugng peptid khong bi tia bai dung dich acid tricloroacetic
(TT) va dugc dinh lugng bing cich sir dung thudc thir
phosphomohbdotungsuc (TT), giai phong tirng phit tir co
chat la dung dich hemoglobin, véi luong peptid giai phong
tir pepsin d4i chiéu véi cung co chit va cung diéu kién.
Trénh lic va 1am sui bot cac dung dich thir va dung dich
chuin trong qua trinh dinh luong.

Dung dich thi: Chuén bi ngay truéc khi dung mot dung
dich ché phim chira 0,5 don vi/ml trong dung d;ch acid
hydroclorxc Ioang (17). Truéce khi pha loﬁng dén thé tich
cén thiét diéu chinh dén pH 1,6 £ 0,1 néu cin bing dung
dich acid hydrocloric 1 M (TT).

Dung djch chudn: Chuan bj dung dich pepsin chuén chira
0,5 don vi/ml trong dung dich acid hydrocloric loéng (TT).
Trudc khi pha lodng diéu chinh dén pH 1,6 £ 0,1 néu cén
bing dung dich acid hydrocloric 1 M (TT).

PEPSIN

Chi pha trong vong 15 min trude khi dung. Chuan bi cic
c@p ong nghiém T, T, S;, Sy, Sz, Sabs S5, Sy va ong B.
Thém dung dich acid hydrocloric loang (TT) vao céc ong
nghiém nhur sau:

B: 1,0 ml

S| va S",: 0,5 ml

Sz, SB\» T, va Tb: 0,'25 m.l' )

Thém dung dich d6i chiéu vao cic 6ng nghiém nhu sau:
Sl va Slb: 0,5 ml

Sz va S2b: 0,75 ml

S3 va S3b: 1,0 ml .

Thém 0,75 ml dung dich thir vao ong nghiém Tva T,
Thém 10,0 ml dung dich acid tricloroacetic (TT) vio céc
ng S5, Sab, S3p, Ty va B. Tron déu.

Dit cac ong nghi€ém va dung dich hemoglobin (TT) trong
cach thuy & nhiét ¢ 25 °C + 0,1 °C. Khi nhiét d¢ da can
bing, thém 5,0 ml dung dich hemoglobin (TT) vao ong
nghiém B, Syp, Say, S va T Tron déu. Thém 5,0 ml dung
dich hemoglobin (TT) lan lugt va cch nhau 30 s vao éng
nghiém S,, S,, S; va T. Tron déu ngay sau mdi lin thém.
bung 10 min sau khi thém dung dich hemoglobin (TT)
dimg phén (mg bang cach thém 10,0 ml dung dich acid
tricloroacetic (TT) vao ong S,, S, S; va T mdi lan cach
nhau 30 s. Trén déu. ) )

Loc céc ong nghiém (thir va tring) qua giay loc thich hop
da duoc nra trudc bang dung dich acid tricloroacetic 5 %
(TT) sau d6 la nude va lam khé. Bo 5 ml dich loc déu. Liy
3,0 ml méi dich loc riéng biét vao dng nghiém chira 20 ml
nude. Tron déu.

(Gidy loc thich hop la gidy loc dap umg cac phép thir
sau: Loc 5 ml dung dich acid tricloroacetic 5 % (TT) qua
mét gidy loc tring, tron, duomg kinh 7 cm. D¢ hap thu
cua dich loc & 275 nm (Phu luc 4.1), ding dung dich acid
tricloroacetic 5 % (TT) khong loc 1am mau tring, phai it
hon 0,04).

Toan bg qua trinh trén dwoc ghi & Bang A.

Thém vao mbi éngn ghiém 1,0 ml dung dich natri hydroxyd
20 % (TT) va 1,0 ml thuoc thur phosphomolybdo:ungsnc
(TT) bat dAu tir cac ong tring sau 1a cic 6ng thir theo thir
tu nhu trén.

Sau 15 min do do hap thu (Phu luc 4.1) cia dung dich S,,
Sz, S3, S]b, Ssbs SBb! T~Vﬁ T,b & budc S('mg 540 nm dl‘mg d]Ch
loc cua ong B lam mau tréng.

Hiéu chinh d¢ hap thu cuaa dich loc tir ong S,, S», S; bing
cich lay do hap thu do dugc trir di do hap thy dich lgc Sy,
Sop, S3, theo thir tu.

V& dudng cong chuan giita d¢ hap thu da tinh va hoat lyc
dung dich déi chiéu da dung

Xac dinh hoat lyc ctia ché pham ding d¢ hip thy ciia dung dich
thir (T - Ty) tir duomg cong chudn va tinh toan d6 pha lodng.

Béo quin
Trong d6 dymg kin, tranh anh séng va ¢ nhigt d¢ tr 2 °C
dén 8°C.
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Perindopril tert-butylamin la 2-methylpropan-2-amin
(25,3a8,7a8)-1-[(28)-2-[[(1S)-1-(ethoxycarbonyl)butyl]
amino]propanoyljoctahydro-1H-indol-2-carboxylat, phai
chira tir 99,0 % dén 101,0 % CjoH3;N,05.C4H N, tinh
theo ché phim khan.

Tinh chat

Bot két tinh da hinh mau tring hay gan nhu tring, hat
im nhe.

Dé tan trong nudc va ethanol 96 %, tan hoic hoi tan trong
dicloromethan.

Pinh tinh
A. Phé hip thy héng ngoai (Phy luc 4.2) cia ché phim
phai phii hop véi phé hap thy héng ngoai ciia perindopril
tert-butylamin chuin. Néu so sanh phé c6 su khac nhau
thi hoa tan miu thir v mau dbi chiéu riéng biét trong
dicloromethan (TT), bay hoi dén kho va ding cin dé do
phd mai.

B. Trén sic ky dd thu dugc tir phép thir Tap chit A, dung
dich thir cho mét vét c6 Ry trong (mg véi vét c6 R;1ém hon
trén sic ky d6 cta dung dich ddi chiéu (3) (fert-butylamin),
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Bang A4
6ng nghién:'a- o
S Sib S, S Sy S T T, B
Dung dich acid hydrocloric loang (TT) (ml) 0,5 05 025 025 0,25 0,25 1,0
Dung dich déi chiéu (ml) 0,5 05 075 075 10 10 '
Dung dich thir (ml) , 0,75 0,75
Dung dich acid tricloroacetic (TT) (ml) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Tron + + - + + |
Trong céch thuy ¢ 25 °C + + + + + + + + +
Dung dich hemoglobin (TT) (ml) 5,0 | 5,0 5,0 5,0 5,0
Tron + + “ + + +
' Dung dich hemoglobin (TT) (ml) 5,0 |50 5,0 50
Tron + + +
' Trong céch thiy & 25 °C 10 min o+ + | + ot - - +
Dung dich acid tricloroacetic (TT) (ml) 10,0 10,0 10,0 I 10,0 ‘
Tron + ' + + + ‘;
Loc + + + + - * r & | o
PERINDOPRIL tert-BUTYLAMIN C. Géc quay cuc riéng: Tir -66° dén -69°, tinh theo ché
Perindopril erbumin phim khan (Phy luc 6.4).
O W co.n Héja tan ‘0,250 g ché ptllzflm‘trong ethangl 96 % (TT) va pha
e : \<u\ Pt loang thanh 25,0 ml véi cung dung méi.
3 \/\< <, HaC,_ NH, Tap chétA’ o
_/0—\ H HaC CH, Pl:tuon,c_.'r, plfap. sac ky 16p mong (Phu luc 5.4).
HaC o Ban mong: Silica gel G.
Dung méi khai trién: Acid acetic bdng - toluen - methanol
C1sH3,N,05.C.H ;N Pil:441,6 (L:40:60).

Dung dich thir: Hoa tan 0,20 g ché pham trong methanol
(TT) va pha lodng thanh 10,0 ml v6i cing dung méi.
Dung dich db6i chiéu (1): Hoa tan 5 mg tap chét A chuin
cua perindopril trong methanol (TT) va pha loang thanh
25,0 ml v6i cung dung méi.

Dung dich di chiéu (2): Pha loang 5,0 ml dung dich déi
chiéu (1) thanh 20,0 ml véi methanol (TT).

Dung dich déi chiéu (3): Thém 5 ml dung dich d6i chiéu
(1) vao 5 ml dung dich 1,1 dimethylethylamin 2 % trong
methanol (TT).

Cich tién hanh: Cham riéng biét 1én ban méng 10 pl mdi
dung dich thir, dung dich ddi chiéu (2) va dung dich ddi
chiéu (3). Trién khai sic ky dén khi dung méi di duoc
2/3 ban méng, Liy ban mong ra, dé kho trong ludng khong
khi 4m sau d6 dit vao binh bdo hoa hoi iod trong it nhét
20 h. Trén séc ky dd cua dung dich thir, bit ky vét nio
twong img véi vét tap chét A thi khéng dugc ¢adm hon vét
twong img trén séc ky d6 thu dugc tir dung dich dbi chiéu
(2) (0,25 %). Phép thir chi cé gia tri khi trén sic ky d6 cia
dung dich d8i chiéu (3) cho 2 vét tach riéng biét.

Ghi chu:

Tap chétA: Acid (25,3aS,7aS)-octahydro-1H-indol-2-carboxylic.



